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PREUMINAIRE INTERNATIONAL 



Demande intemationale n** PCTypR 03/D3665 



I. Base du rapport 

1 En ce qui concerne les elements de la demande intemationale (les feuilles de remplacement qui ont 4t6 

remises a I'office rScepteur en rSponse a une invitation faite conform6ment a I'article 14 sont consid^r^es, dans 
le pr6sent rapport, comme "initialement deposees*' et ne sont pas jointes en annexe au rapport puisqu eiles ne 
contiennent pas de modifications (rdgles 70. 16 et 70.17)) : 



Description, Pages 

2-13 telles qu'initialement d^posees 

^ 1 a regueCs) le 03.01 .2005 avec lettre du 03.01 .2005 

la partie de la description r?serv?e au listage des s?quences. Pages 

1^2 telles qu'initialement d6posees 

Revendlcations, No. 

1 .1 1 regue(s) le 03.01 .2005 avec lettre du 03.01 .2005 

2 En ce qui conceme la langue, tous les elSments indiques ci-dessus etaient a la disposition de Padministration 
ou lui ont et6 remis dans la langue dans laquelle la demande intemationale a 6te d6pos6e, sauf indication 
contraire donnee sous ce point. 

Ces 6l6ments etaient a la disposition de Tadministration ou lui ont 6t§ remis dans la langue suivante: . .qui est:- 

□ la langue d'une traduction remise aux fins de la recherche Internationale (selon la regie 23.1 (b)). 

D la langue de publication de la demande intemationale (seion la rfegle 48.3(b)). • - 

□ la langue de la traduction remise aux fins de Texamen pr6liminalre intemationale (selon la r6gle 55.2 ou 
55.3). 

3 En ce qui concerne les sequences de nucleotides ou d'acide aminesdivulguees dans la demande • 
intemationale (le cas echeant), I'examen preliminaire intemationale a 6te effectue sur la base du listage des 
sequences : 

ISI contenu dans la demande Internationale, sous fonme 6crite. 

□ d6pos§ avec la demande Internationale, sous fonme dechiffrable par ordinateur. 

□ remis ult6rieurement k Tadministratlon, sous forme ecrite. 

IS remis ulterieurement k radminlstration; sous forme dechiffrable par ordinateur: 

□ La declaration, selon laquelle le listage des sequences par 6crit et foumi ulterieurement ne va pas au-dela 
de la divulgation faite dans la demande telle que d6posee, a et6 foumie. 

S La declaration, selon laquelle les informations enregistrees sous dechiffrable. par ordinateur sont identiques • 
k celles du listages des sequences Pr6sent§ par ecrit, a 6t6 foumie. 

4. Les modifications ont entraTne Tannulation : 

□ de la description, pages : 

□ des revendications, nos : 

□ des dessins, feuilles : 
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^ n L e oresent raoport a et6 formul6 abstraction faite (de certaines) des modifications, qui ont eteco^^^^ 

commfJlLST^^^^ de Hnvention tel qu'il a 6t6 d6pos6, comma .1 est ind.que ci-apres (rSgle 

70.2(c)) : 

(Toute feuille de remplacement comportant des modifications de cette nature doit etre indiquee au point 1 
et annex4e au present rapport.) 
6. Obsen/ations compl6mentaires, le cas 6ch6ant : 

V Declaration motivee selon Tarticle 35(2) quant a la nouveaute, I'actlvite Inventive et la possibilite 
S'lpplS citations et explications a Tappul de cette declaration 



1. Declaration 
Nouveaute 



Oui: Revendications 8 

Non: Revendications 1 -7, 9-1 1 

Oui: Revendications 8 

Non: Revendications 1-7,9-11 

Possibilite d'application industrielle Oui: Revendications 1 -1 1 

Non: Revendications 



Activite inventive 



2. Citations et explications 
voir feuille separee 
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1. Documents cit§s 

D1 : DRANCOURT MICHEL ET AL: "1 6S ribosomal DNA sequence analysis of a large 
collection of environmental and clinical unidentifiable bacterial isolates." JOURNAL 
OF CLINICAL MICROBIOLOGY, vol. 38, no. 10, octobre 2000 (2000-10), p.3623-30, 
ISSN: 0095-1137 

D2: FARROW JOHN A E ET AL: "Phylogenetic interreiationsiiips of round-spore-forming 
bacilli containing ceil wails based on lysine and the non-spore-fomning genera 
Caryophanon, Exiguobacterium, Kurthia, and Planococcus." INTERNATIONAL 
JOURNAL OF SYSTEMATIC BACTERIOLOGY, vol. 44, no. 1 , 1994, p.74-82, ISSN: ■ 
0020-7713 

D3: FRUEHLING ANJA ET AL: "Exiguobacterium undae sp. nov. and Exiguobacterium. 
antarcticum sp. nov." INTERNATIONAL JOURNAL OF SYSTEMATIC AND 
EVOLUTIONARY MICROBIOLOGY, vol. 52, no. 4, juillet 2002 (2002-07), p.1 171- 
6,ISSN: 1466-5026 

D4: DATABASE EMBL [Online] Exiguobacterium acetyiicum 1 6S rRNA gene 1 0 juillet 
1995 (1995-07-10), NAKAGAWA ET AL.: extrait de EBI Database accession no. 
D55730 

D5: US-A-6 022 537 (GARCIA JEAN-LOUIS ET AL) 8 fdvrier 2000 (2000-02-08) 

2. Concernant le point V 

Declaration motivee quant a la nouveaute, I'activite inventive et la possibilite 
d'application industrielle; citations et explications a I'appui de cette 
declaration 

2.1 . l-a pr6sente demande ne remplit pas les conditions 6nonc§es dans I'articie 33(-1) 
PCT, I'objet des revendioatlons 1-6 n'6tant pas confomrie au critere de nouveaute 
defini par I'article 33(2) PCT. 

La demande a pour objet une souchie bacterienne ddsign^e Exiguobacterium 
lactigenes sp. nov. caracteris^e par sa sequence ARM ribosomal 16S et son 
utilisation pour la production de lactate. 

Le document D1 decrit la classification d'une large collection de bacteries par le 
s^quencage de leur ARN ribosomal 1 6S. 

Le clone 18 (depose sous le no. AF227839) presente 98.2% d'identite sur 1492 
nucleotides avec la sequence revendiquSe et est done destructeur de nouveaute 
pour I'objet des revendications 1-3 et 6 (Art. 3(2) PCT). Le fait que dans la 
revendication 1 le genre de la souche bacterienne est pr^cisd §tre 
Exiguobacterium lactigenes ne represente pas une vraie caract6ristique 
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technique, qui suffirait a differencier ladite souche de I'art anterieur, 4tant donne 
qu'il s'agit la d'une designation arbitraire donnee par les inventeurs. 

D2 analyse les sequences ARNr 16S de differentes especes bacteriennes et les 
compare avec d'autres especes connues. Entre autre I'ARNr 16S 
d'Exiguobacterium aurantiacum est s§quenc6, la sequence prdsente 97.4% 
d'identit6 avec la sequence revendiqu6e et est done destructrlce de nouveaut6 
pour I'objet des revendlcations 1 -3 et 6 (Art. 33(2) PCX). 

D3 divulgue les sequences ARNr 16S de quatre especes bacteriennes differentes. 
Le clone H2T est caracterise par un ARNr 16S ayant 93.8% d'identit6 avec la 
sequence revendiquee et detruit done la nouveaut6 des revendlcations 1 , 2 et 
6(Art. 33(2) PCT). 

L'ARNr 16S du clone d'Exiguobacterium acetylieum divulgue dans D4 est 93.6% 
identique a la sequence revendiquee et detruit done aussi la nouveaute des 
revendication 1 . 2 et 6 (Art. 33(2) PCT). 

Les revendicatlons 4, 5 et 7 dependent de la revendication 1 et englobent done, 
elles aussi, n'Importe quelle souche bact6rienne s'hybridant sur quelques 
nucleotides avec la sequence ID No. et presentant en plus une des 
caracteristiques techniques indiqu^es. II est certain qu'un grand nombre de 
souches decrites dans D1-D4 presente de facon implicite ces caracteristiques: 
ces revendlcations manquent done egalement de nouveaute (Art; 33(2) PCT). 
Une limitation a un haut degre d'identite avec la sequence ID No.1 suffirait k 
retablir la nouveaute. 

D5 decrit une souche bacterienne ayant des proprietes tres similaires a la souche 
revendiquee(t'' optimale, pH optimum, etc.), mais du genre Lactobacillus. 
D5 decrit par ailleurs rutllisation de cette souche thermotoierante pour la 
production d'acide lactique. 

Au vu de D5, les methodes des revendicatlons 9-1 1 manquent d'activite inventive 
(Art. 33(3) PCT). 

2.2. Au vu des documents cites ci-dessus, la souche revendiquee a la revendication 8 
represente une nouvelle souche du genre Exiguobacterium. 
Bien qu'elle solt caracterisee par un ARNr 16S presentant une forte homologie 
avec celui d'autres souches de I'art anterieur, aucun des documents cites ne 
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sugg^re I'existence de cette nouvelle souche. 

La revendicatlon 8 est done nouvelle et inventive (Art. 33(1 )-(3) PCT). 

2.3. L'objet des revendications 1-11 a une application industrielle dans le domaine 
agronomique (Art. 33(4) PCT). 
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RBVENDICATIONS 

1/ Soucheg toact^riennes, caract6ris6es en ce qu'il 
s'agit d^Exigvobacterxum du genre lactlg&nes et qu'elles 
poss^dent una sequence d'ADN dont au mgins une pairtie est 
capable de s'hybrider avec de I'ADN gSnomique ou plasmidique 
5 de la souche deposee le 5 d<§ceinbre 2002^ sous le 1^2962^ a 
la Collection Nationale de Cultures de Microorganismes 
(C.N. CM.) . 

2/ Souches bact^riennes selon la revendication 1, 
10 caractsris^es en ce qu'au moins 70 % de leur genome e3t 
capable de s'bybrider avec I'ADN de la souche d6pos§e* 

3/ Souches bactferiennes selon la revendication 1 ou 2, 
caract6ris6es par la sequence SEQ ID N**! de I'ARNr 16S : 

15 

GCGTGCCTAATACATGCAAGTCGAGCGCAOTAAGCCGTCTGAACCCTTCGGGGGGACGACGGTGC^ 

GGXGAGTAACACGTAAAGAACCTCCCC^TAGGTCTGGGATAACC^^ 
ATCGG 

20 ACCGCATCCTCCGCTGAtGAAAGGCGCTCCGGCGTCGCCCATGGATGGCTTTGCGGTGCATTAGCTAGTTGGTGG 
GGTAA 

cggcccaccaaggcgacgatgcatac-ccgacctgagagggtgatcggccacagtgggactgagacacggcccaga 

CTCOT 

ACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCaa'CCACAATGGACGARAGtCTGATGGAGCAACGCCGCGTGAAC^^^ 
25 TTTCG 

GGTCGTAAAGTTCTGTTGTAAGGGAAGAACAAGrGCCGCAGGCAATGGCGGCaCCTTGACGGTACCTTGCGAGAA 
AGCCA 

CGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGtoAGCGTTGTCCGGAATTATtGGGCGT;^ 
GCGCA 

30 GGCGGCCTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGCKIGAGGGCCA^JrTGGAAACTGGGAGGCl^^^ 
TAGGA 

GAGAAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCCTAGAGATGT6GAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTCT 
TTGGC 

CTATAACTC»U;(K:T<»GGCTGCGAAAGCGTGGGGR6Cy«AC!A<K3Aa-TA(aTACCCT 

ScSAGGTGTTGGAGGGTTTCJfiGCCCl'TCyVGTGCTGAAGCTAACGCArrAAGCACTCCTC 

CGCAA 

GCCTGAARCTCAAAGGW\TTGACGGGGACCCGCACWVGCGGT6GfU3CATGTGGTTTARTTC6JU^^^ 
AACCT 

40 TACCAACTCTTGACATCCCCCTGACCGGTACAGAGATGTACCTTCCCCTTCGGQGGCAGGGGTGACAGGTGGTGC 

atggt 

TGTCGTCACCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAACTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCCTTAGO^TGCCAGCAT 
TnAGT 

TGGGCACTCTAGGGAGACT3CCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATG 
45 AGTTG 
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15 



10 



15 



20 



25 



30 



35 



:ccao;^aagccgtt 
:atactgcggtgaa 



GGCTACACACGXGCTACAATGGACGGTACAAAGGGCAGCGAAGCCGCCSAGGTGGftGCCAAt 
' CTCAG 

TTCGGATTGGfiLGGCTGCAACTCaCCa'GCATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCAGGTCAG 
TACGT 

TCCCGGGTCTTGTACACACCGCCCGTCyVCACCACGAGAGTTTGCiU^C^LCCCCa^ 
AGCCA 

GCCGCCGAAGGTGGGGCAGATGATTCGGGTGAAGTCGTAAOlAGGTAGCCGTATCGGAAGGjPGCCGCTGA 

ou une sequence ayant une simi3.itude avec SEQ ID N^l 
superieure ^ 97%. 

4/ Souches bacteriennes selon I'une queLconque des 
reveudications 1 ^ 3/ caracteris^es en ce qu 
thermotol^rantesr saccharolytiques et amylolytijques et/ou 
capables de produire du L (4-) lactate - 

5/ Souches selon I'une quelconque des revet idicat ions 1 
a 4, caract6ris4es par des proprietfes de croiss 
temperatures de I'ordre de 40 ^ SQ^C, & un pH de 
avec un optimvia pour la croissance A 45*C/ i 
environ . 

6/ Souches bacteriennes selon I'une que 
revendications 1 & 5, caract6ris6es par une teneur 
en guanine et cytoslne de 50 mole% environ. 

7/ Soucfies bactSriennes, caract6ris6es eii 



s'agit d^Exiguohacterlum du genre JLactigeneff et qu'^elles 



poss^dent une sequence d*ADN dont au moins une 
capable de s'hybrider avec de I'ADN g^nomique ou 
de la souche d^posee le 5 dicembre 2002, sous le n 
la Collection Nationale de Cultures de Micioorganismes 
(C.N.C.MOr ces souches 6tant thermcjtolferantes^ 

saccharolytiques et amylolytiques et/ou capables 



ance 4 des 
5,4 a 9,15, 
mn pH de 7 

conque des 
de leur ADN 



ce qu ' il 



partie est 
plasmidlque 
1-2962, a 



(le produire 



du L(+) lactate, ayant des propriet6s de croisssmce & des 
temperatures de I'ordre de 40 a 50**C,^ a un pH de 3,4 a 9^5, 
avec un optimum pour la croissance k 45''C, a un pH de 7 
environ r et une teneur de leur ADN en guanine et pytosine de 
50 mole% environ. 
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8/ Souche bactfirienne dSposee a la CN.CM- le 5 
d^ceinbre 2002/ sous le numSro 1-2962. 

9/ Procddd de culture de souchea bact6riennes selon 
5 I'une quelconque des revendications 1 a 8, caracterise en ce 
qu'on opere dans des conditions anaSrobies facultatives, k un 
pH de 5/4 4 9/15 environ/ a 37*0/ en particulier de 6/5 a 7/5, 
dans un milieu de base contenant un sucre utilisable par ces 
souches coirane source d*6n€rgie. 
10 10/ Application des soudhes bact^riennes selon I'une 

des revendications 1 A 6, dans des procedfSs de fermentation 
aliment aire* 

11/ Precede de production de mfetabolites tels que le 
L(+) lactate/ caracterise en ce qu*il comprend 
j5 - la culture d'une souche bact6rienne selon l*une 

quelconque des revendications 1^8 dans des conditions 
approprifees pour son developpement et pour la production du 
metabolite recherche / 

- la recuperation des metabolites produitS/ I'isolement 
20 du metabolite desire et sa purification. 
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SOOCHES BACTERIENNES DU GENRE EXIGUOBACTERIUM 
PROCEDE DB CULTURE ET APPLICATIONS 

L' invention a pour objet de nouvelles souches du genre 
Exiguobaetexium. 

Elle vise egalement un proc§d6 de culture de ces souches,. 
5 ainsi que leurs applications industrielles. 

L' invention se rapporte plus particuli^rement k des 
souches bact^rieones telles qu'iaolSes d' <Schantillons 
provenant de syst^mes hydrothermaux marins profonds. 
10 Dans Journal of Clinical Microbiology, vol 38, n°i.O, 

October 2000, p. 3623-30, Drancourt et al rapportent les 
r6sultats de 1' etude d'une collection de 177 isolats de 
sources diversas et de leur identification sur la base des 
ARNr. 

15 Mais lea esp4ces donnSes de ce tableau sont tr&s 61oign6es 

des souches de 1' invention. 

Dans 1' article paru dans International Journal of 

systematic bacteriology, vol 44, n"!, 1994, p. 74-82, Farrow 

et al d^crivent des etudes comparatives entre diff6rentes 
20 ©spaces. Le genre Bxiguoisiacteriuni est mentionn^, mais aucune 

precision n'est donn6e sur les espftces. 

L' article de FrUhling et al dans International Journal of 

systematic and evolutionary microbiology, vol 52, n*4, juillet 

2002, p. 1171-6, on rapporte des souches de Bxig-uoJ^acteriu/n 
25 undae sp.nov, et de Sxiguoibacterlmn antarcticum sp.nov. 

isolees a partir de I'oau de mares. 

Ces souches et les autres esp6ces du genre Bxlgruobacterium 

donn6es ont des posl tlonnements phylog^n^tiques trSs 61oign6s 

des souches de 1' invention. 
30 Le document Data base EMBL, n" d' accession D 55730, donne 

I'ARNr 16 S d'un clone d'SxiguoJaaeteriuai acetylicum, ce qui 
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correspond aussi S une esp^ce diff6rente de celle de 
, *1' invention. 

Ces documents rapportent respectivement, la sequence de 
I'AElNr 16 S de Exigvobacteriwa aurianbiacum (NDCDO 2321) et de 
5 Exiguobacterium undae. Les conmentaireg donnas ci-dessus en 
rapport avec le document Data base s'appliquent ^galement. 

L'^tude par les inventeurs des 6chantlllons prSleves les a 
conduit a isoler une nouvelle espSce d ' Exiguobacterium 
preaentant des propriet6s de grand intdrSt dans divers 
10 domaines de 1' Industrie ► 

L' invention a done pour but de fournir des souches de 

cette nouvelle espfece* 

Elle vise egalement a fournir des protocoles de culture 
de ces souches pr^cisant les conditions physico-chimiques- et 

15 la composition du milieu de culture qui permettent de produire 
favorablement des cellules et/ou certains metabolites, plus 
particuli^rement du L(+) lactate. 

Selon un autre aspect, 1* invention vise 1* utilisation 
directe de ces souches ou celle de leurs metabolites dans 

20 divers domaines de 1' Industrie. 

Les souches bacteriennes de !• invention sont caraot6ris6es en 
ce qu'elles possSdent une sequence d'AON dont au moins une 
partie est capable de s'hybrider avec de I'ADN g6nomiqua ou 
plasmidique de la souche d^posfee le 5 d^cembre 2002, sous le 

25 n° 1-2962, h la Collection Nationale de Cultures de 

/f- 1VT r* M \ rue du Oocteur Roux# 75015 

PARIS ► 
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